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ABSTRACT
　　We　investigated　the　synthesis　and　release　of　erythropoietin　（Epo）　by　human　amniotic　epithelial　cells　HAEC
using　different　methods．　lmmunoreactive　Epo　and　Epo　receptor　（EpoR）　were　observed　within　cells　of　the
amniotic　membrane．　RT－PCR　revealed　the　expression　of　Epo　and　EpoR　mRNA　in　HAEC．　Western　blotting
showed　the　major　band　corresponding　to　the　molecular　weight　of　Epo　in　the　conditioned　medium　（CM）　of
HAEC．　Bioassay　technique　using　F36E　cells　revealed　the　presence　of　Epo　in　the　CM　of　HAEC．　These　results
indicate　that　HAEC　synthesize　and　release　Epo　into　the　amniotic　fluid，　which　may　be　regulated，　possibly，　by
EpoR　in　HAEC．
INTRODUCTION
　　The　amnion　is　composed　of　a　single　layer　ofepithelial
cells　lining　the　amniotic　cavity，　which　are　in　direct
contact　with　the　amniotic　fiuid．　Recently　we　provided
evidence　of　the　synthesis　and　release　of　acetylcholine’），
catecholamines2）　and　neurotrophic　factors3）　by　human
amniotic　epithelial　cells　（HAEC）．　Also，　we　reported
that　neurotrophic　factors3）　and　neurotransmitters　such　as
acetylcholine　and　catecholamines‘）　are　present　in　am－
niotic　fluid．　The　amniotic　fluid　contains　a　relatively
high　concentration　of　several　cytokines，　such　as　interleu－
kin　65），　granulocyte－colony　stimulating　factor6）　and
eiTythropoietin　（Epo）7）．
　　The　origin　of　Epo　in　amniotic　fluid　has　been　under
debate．　Sawyer　at　a18）　demonstrated　placental　transfer
of　Epo　in　mice．　ln　contrast，　the　ovine　placenta　is　an
effective　barrier　against　the　passage　of　Epo9）　as　well　as　in
the　reverse　direction’O）．　Finne　et　alii）reported　that　Epo
did　not　cross　the　placenta　into　the　fetus　even　under
conditions　of　chronically　elevated　maternal　Epo　levels．
Most　studies　indicate　that　human　placenta　does　not
permeate　Epo　and　suggest　that　human　amniotic　Epo　is
of　fetal orig n．　Recently，　using　immunostaining　and
reverse transcr ption－polymerase　chain　reaction　（RT－
PCR），　a　new　site　of　Epo　expression　was　suggested　to　be
the　 rophoblast　cells　of　the　human　placentai2）．　The
chorion　is　supposed　to　be　a　contributor　to　increase　in
maternal　plasma　Epo　after　16weeks　of　gestation　in
humansi3・i‘）．　However　the　role　of　Epo　in　the　placenta
and　amniotic　fluid　is　still　unknown．　ln　this　study，　we
investigated　the　presence　of　possible　synthesis　and　release
of　Epo　by　HAEC　using　different　methods　such　as
immunostaining，　RT－PCR，　Western　blotting　and　biolog－
ical　assay． We　found　that　HAEC　express　immunor一一
eactlv血es　to　Epo　and　erythropoietin　receptor（EpoR）．
Further，　we　showed　that　HAEC　can　synthesize　and
release　Epo．
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MATERIALS　AND　METHODS
　　1．　Preparation　of　HAEC　and　culture　of　cells
　　A　human　placenta　was　obtained　from　an　uncom－
plicated　elective　Caesarean　section．　lnformed　consent
was　obtained　in　accordance　with　the　requirements　of
several　hospitals．　HAEC　were　prepared　as　described
beforei）．　Hepatoma　G2　cells　（HepG2）　and　IL－3　depen－
dent　human　myelomonocytic　leukemia　cells　（KMT－2）
were　obtained　from　Riken　cell　bank　（Japan）．　HepG2
and　KMT－2　served　as　a　positive　control　for　Epo　and
EpoR　expression，　respectively．
　　2．　lmmunohistochemistry
　　Cryostat　sections　of　a　amniotic　epithelial　membrane
were　used　for　immunostaining　as　previously　describedi）．
The　primary　antibodies　were　the　rabbit　polyclonal
anti－Epo　antibody　（1：1000；　Santa　Cruz，　USA），　the
rabbit　polyclonal　anti－EpoR　anibody　（1：1000；　Santa
Cruz，　USA）　and　the　mouse　monoclonal　anti－vimentin
antibody　（1：200；DAKO，　Denmark）．　Secondary
antibodies　were　the　anti－mouse　lgG　Rhodamin　（1：100；
Chemicon，　USA）　and　the　anti－rabbit　lgG　FITC　（1：
200；　ZYMED，　USA）．　lmmunoblotted　cells　were　ob－
served　with　an　Olympus　IX　10　fluorescence　microscope
and　analyzed　by　confocal　images　using　an　Olympus
Fluoview　Laser　Scanning　microscope．
　　3．　Preparation　of　total　RNA　and　RT－PCR
　　Total　RNA　was　extracted　by　acid　guanidine－phenol－
chloroform　method．　Synthesis　of　the　first－strand　cDNA
was　performed　by　using　specific　antisense　primer．　The
primer　used　for　Epo　was　5’一CCTGTGTACACCTTCA－
GC－3’　and　for　EpoR　was　the　reverse　primer　as　below．
The　reaction　was　carried　out　at　500C　for　60　minutes，　370
C　for　15　minutes　in　a　PCR　Thermal　Cycler　model　480
（Takara，　J　apan）．　The　amplification　reaction　was　per－
formed　using　step　program（940C，1min；560C，1min；
720C，　30　sec），　followed　by　10　min　final　extension　at　720C．
Synthetic　oligonucleotide　primers　were　used　to　amplify
Epo　and　EpoR　target　cDNA，　giving　rise　to　a　377－bp　and
417bp　fragments，　respectively．　Regarding　Epo，　the
primers　were　TCACCAACATTGCTTGTGCC　for　the
order　primer　and　ACCTGGAGAAGTCACAGCTT
for　the　reverse　primer．　The　specific　primers　used　for
EpoR　were　as　follows；TACAGCCGACACGTC－
GAGCT　for　the　order　primer　and　TCCAGGTCG－
CTAGGCCGTCAG　for　the　reverse　primer．
Amplified　PCR　fragments　were　subjected　to　2％　agarose
gels　and　were　stained　with　ethidium　bromide　and　visual－
ized　by　UV　illumination．　An　ALF　express　DNA
Sequencer　（Pharmacia，　Sweden）　was　used　to　sequence
the　subcloned　fragments　and　confirrn　the　RT－PCR　frag－
ments．
　　4．　Measurement　of　Epo　activity
　　To　measure　Epo　activity，　the　proliferation　of　F36E
cells　（Epo　dependent　cell　line；　Riken　Gene　Bank）　was
deter ined by　a　cell　proliferation　assay　kit　（TetraColor
ONE，　Seikagaku，　Japan）　using　2一（2－Methoxy－4－
nitrophenyl）一3一（4－nitrophenyl）一5一（2，　4－disulfophenyl）一
2H一一tetrazolium，　monosodium　salt　（WST－8）．　WST－8　is
reduced　by　d hydrogenase　in　cellular　mitochondria　and
formazan　is　produced　in　proportion　to　a　viable　cell
number．　After　a　3　hr　cultivation　with　WST－8，　the
product　of　formazan　was　detected　by　measuring　its　OD
at　492　nm　with　micro－plate－reader　model　MTP－120
（Corona　Electric，　Japan）．
　　The　conditioned　medium　（CM）　of　HAEC　and
HepG2　were　obtained　from　2　days　culture　with　a　serum－
free　SFO2　medium（Sanko　Junyaku，　Japan）．　The　CM
of　HAEC　and　HepG2　and　the　fresh　SFO2　medium　were
condensed　by　120　times，　400　times，　and　1000　times，
respectively，　using　centrifugal　filter　device　Centricon
Plus－20　（Millipore　Co．　Ltd．　USA）．　F36E　cells　were
cultured　i 　RPMI－1640　medium　with　10％　fetal　bovine
serum　（FBS）　using　a　96　well　plate．　This　was　sup－
plemented　with　50　pt　1　of　the　condensed　CM　of　HAEC
and　HepG2．　ln　addition，25　ptg／ml　of　anti－human　Epo
rabbit　antibody　（R　＆　D　system，　USA）　was　added　to　the
above　medium　to　ne tralize　the　Epo　activity　in　the　assay
system．　After　a　cultivation　for　3　days，　50　pt　1　of　WST－8
コ口s　added　for　another　3　hour　culture．　Then　the　OD
was　measured　by　micro－plate－reader　model　MTP－120．
　　Us ng　trypa 　blue　exclusion　to　measure　the　Epo
activi y　in　the　CM　of　HAEC，　the　cell　viability　was
examin d　by　counting　the　cell　number．　F36E　cells
（1．04×10‘）　were　cultured　for　90　hours　with　500　pt　1　of
RPMI－1640　medium　supplemented　with　50　pt　1　of　recom－
binant　Epo　（Kirin，　Japan）　or　the　CM　of　HAEC．　To
neutralize　the　Epo　activity，　the　F36E　cells　were　prein－
cuba ed　at　370C　for　2　hours　with　a　medium　similar　to　the
one　above　which　also　contained　50　pt　1　of　anti－human
Epo　rabbit　antibody．　Using　trypan　blue　exclusion
F36E　cell　viability　was　determined　by　counting　in　a
hemacytometer．
　　5．　Western　blotting
　　HAEC　and　HepG2　were　cultured　in　SFO2　medium，
and　th n　wer 　condensed　30　times　with　a　centrifugal
filter　device　using　Centricon　PLUS－20　（Millipore，　USA）．
Twenty　pt　1　of　the　condensed　samples　were　subj　ected　to
electrophoresis　on　10％　polyacrylamide　SDS　gel　and
using　trans－Blot　system　（Bio－Rad　Labo．，　USA）　were
electrophoretically　transferred　to　a　nitrocellulose　filter．
The　filter　was　blocked　and　then　the　samples　incubated
for　90　min　at　room　temperature　with　mouse　monoclonal
anti－human　Epo　（Genzyme，　USA）　in　PBS　containing　4Yo
BSA　（Sigma，　USA）　and　then　were　washed　three　times
（2）
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for　10　min　each　in　PBS　（一）　containing　O．05％　Tween　20．
Peroxidase－corU．ugated　sheep　a冊nity　puri且ed　antibody
to　mouse　lgG　（1：10000；　Cappel，　USA）　was　incubated
with　a　filter　for　1　h，　washed　three　times　and　then　detected
with　ECL　kit　（Amersham，　USA）．
RESULTS
　　Cryostat　sections　of　the　amniotic　epithelial　membrane
and　its　underlying　layer　revealed　strong　Epo　and　EpoR
immunoreactivity　（Fig．　I　A，　I　D）．　ln　contrast　to　Epo
and　EpoR　expression，　vimentin－positive　cells　were　pres－
ent　mostly　in　the　underlying　layer　（Fig．　I　B，　I　E）．
Double　staining　showed　co－expression　of　Epo　and
vimentin　in　a　few　cells　of　the　amniotic　membrane　（Fig．
1B）．
RT－PCR　was　performed　to　confirm　the　expression　of
Epo　（Fig．2A）　and　EpoR　mRNA　（Fig．　2B）．　The　tar－
geted　RT一一PCR　product　obtained　from　the　tissue　suggest－
ed　the　Epo　and　EpoR　mRNA　in　the　HAEC　to　be
identical　to　that　in　the　HepG2　and　KMT－2，　respectively，
which　were　used　as　positive　controls．
　　Proliferation　of　F36E　cells　was　measured　by　a　cell
proliferation　assay　kit．　Purified　Epo　（O．oo3－10U／ml）
was　added　to　the　culture　and　the　proliferation　of　F36E
cells　increased　in　a　dose　dependent　manner　（data　not
shown）．　Twenty　five　pt　g／ml　of　the　anti－human　Epo
rabbit　antibody　neutralized　1．O　U／ml　Epo　activity．
The　treatment　of　the　anti－human　Epo　rabbit　antibody
showed　no　effect　on　the　proliferation　of　F36E　cells
cultured　without　Epo　but　decreased　the　proliferating
ffec 　of　Epo　on　F36E　cells　cultured　with　Epo．
Subtracted　OD　was　shown　in　the　Fig．　3A，　which　was
obtained　by　subtraction　of　the　OD　with　anti－Epo　anti－
body　from　the　OD　without　this　antibody．　The　CM　of
HepG2　increased　the　proliferation　of　F36E　cells，　which
was　neutralized　by　anti－Epo　antibody　（Fig．3B）．　The
treatmen 　of　the　condensed　CM　of　HAEC　increased
significantly　the　value　of　the　OD　（Fig．　3C）．
To determine　Epo　activity　in　the　CM　of　HAEC，　cell
viab lity　was　examined（Fig．4）．　IfEpo　activity　exists　in
he　CM　of　HAEC，　the　viability　of　F36E　cells　treated
with　this　CM　would　be　rescued．　For　a　control　study，
the　viability　 f　F36E　cells　after　90　hours　culture　without
EPO　was　7±3％，　which　was　not　practically　changed
with　anti－Epo　treatment．　While　the　viability　of　cells
tr ated　with　1．0　U／ml　of　Epo　was　80±3％，　this　increase
was　fully　neutra ized　by　anti－Epo　antibody　（viability　7±
3％）．　The　viability　of　F36E　cells　treated　with　the　CM　of
HAEC　was　increased　by　20±2％．　ln　contrast，　it　was
decreased　by　12±2％with　the　anti－Epo　treatment．　This
esult　indicates　that　the　CM　of　HAEC　contains　Epo
activity．　However　25＃g／ml　of　anti－human　Epo　rabbit
antibody　did not　entirely　neutralize　the　Epo　activity．
This　suggests　 hat　the　CM　of　HAEC　may　contain　some
EPO Vimentin EPO　＋　Vimentin
Fig．　1 Immunoreactivity　to　the　polyclonal　Ab　of　Epo　（A）　and　EpoR　（D）　using　a　cryostat－section　of　human　amniotic　epithelial　tissue
which　reveal　strongly　positive　cells　in　the　amniotic　membrane　and　the　underlying　layer，　compared　with　lgG　controls　（G）．
Contrarily，　vimentin－positive　cells　were　present　mostly　in　the　underlying　layer　（B，　E）．　Double　staining　showed　the　co－
expression　of　Epo　and　vimentin　in　a　few　cells　of　the　amniotic　membrane　（C）．　Scale　bar，　50　pt　m．
（3）
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（A）　Detection　of　Epo　mRNA　by　RT－PCR　showing　the
amplified　377　bp　product．　Lane　1．　HAEC；lane　2，
HepG2　as　a　positive　control；　lane　3，　a　negative　control．
（B）　Detection　of　EpoR　mRNA　by　RT－PCR　showing
the　amplified　417bp　product．　Lane　1．　HAEC；　lane
2，　KMT－2　as　a　positive　control；　lane　3，　a　negative
control．　Control　RT－PCR　reactions　were　carried　out
using　primers　specific　to　fi－actin．
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The　viability　of　F36E　cells　treated　with　the　CM　of
HAEC．　F36E　cells　（1．04×10‘）　were　cultured　for　90
hours　with　500　vl　ofRPMI－1640　medium　supplemented
with　50　pt　1　of　recombinant　Epo　（1．0　U／ml）　or　the　CM
of　HAEC　（open　column）．　To　neutralize　the　Epo
activity，　F36E　cells　were　preincubated　with　the　above
medium　which　was　added　with　50　pt　1　of　anti－human
Epo　rabbit　antibody　at　37eC　for　2　hours　（closed　col－
umn）．　F36E　cell　viability　was　determined　by　using
trypan　blu 　exclusion　and　counting　in　a　hemacytometer．
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Detection　of　Epo　activity　in　the　CM　of　HAEC．　F36E
cells　were　cultured　in　RPMI－1640　medium　supplement－
ed　with　10％　FBS　and　50　pt　l　ofcondensed　CM　of　HAEC
and　HepG2，　recombinant　human　Epo　and　25　ng／ml　of
anti－Epo　neutralizing　antibody．　The　condensed　CM
of　HAEC　and　HepG2　were　added　to　the　culture　of
F36E　cells．　The　final　condensed　rates　in　F36E　culture
were：3times　in　HepG2；　the　CM　of　HAEC　（1），　6
times　in　condensed　CM　of　HAEC　（2），　and　12　times　in
the　condensed　CM　of　HAEC　（3），　respectively．　OD
indicated　antibody　absorbance　after　treatment　from　the
original　level．
other　growth　factors　that　increase　the　F36E　cell　viability．
　　Since　the　concentration　of　Epo　in　the　CM　of　HAEC
was　very　low　for　Western　blot　analysis，　the　original
Fig．　5 Western　blot　analysis　of　Epo　protein　in　the　CM　of
HAEC．　The　CM　of　HAEC，　uncondensed　（lane　1）　or
condensed　（lane　2），　the　CM　of　HepG2　（lane　3），　1．2　ng
of　purified　recombinant　Epo　protein　（lane　4）　was
loaded．　The　arrow　indicates　the　anti－EPO　reactive
band　observed　in　the　CM　of　HAEC　and　HepG2．
medium　was　condensed　30　times．　Western　blotting
using　a　monoclonal　anti－Epo　antibody　showed　the
major　band　in　the　condensed　CM　of　HAEC，　corre－
sponding　to　the　molecular　weight　of　the　30　kDa　band，
which　is　the　same　molecular　weight　of　human　recom－
binant耳po（Fig．5）．
DISCUSSION
　　The　major　site　of　Epo　production　in　the　adult　is　the
kidney’5，i6）．　Other　extrarenal　sites　of　Epo　production
include　bon marrow　macrophages’7）　and　early　colony－
forming　cells’8），　differentiated　umbilical　cord
monocytes’9），　as　well　as　brain　astrocytes20）．　Recently，
the　human　placenta，　especially　the　trophoblast　cells，　was
reported　to　be　a potential　extrarenal　site　of　Epo　produc－
tion’2）．　ln　this　study，　we　reported，　for　the　first　time，　the
presence　of　Epo　and　EpoR　immunoreactivity　in　HAEC
and　its　underlying　layer．　ln　contrast　to　Epo　and　EpoR
expr ssion， vimentin，　the　antibody　of　intermediate
filament，　is　basically　expressed　in　cells　of　underlying
（4）
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1ayer．　Further，　using　double　staining　technique，　some
amniotic　membrane　cells　showed　co－expression　of　Epo
and　vimentin　as　a　mosaic　figure．　Since　vimentin　is
basically　expressed　in　cells　of　mesenchymal　origin，　Epo
and　EpoR　are　expressed　in　both　HAEC　and　the　under－
lying　mesencymal　layer．
　　The　377　bp　PCR　product　detected　in　this　study　match
the　predicted　size　of　Epo　mRNA，　which　were　amplified
from　reversed　transcribed　RNA　extracted　from　placental
tissues　of　various　gestational　ages，　and　from　cytotro－
phoblasts　isolated　from　term　placentai2）．　ln　addition，
EpoR　mRNA　was　reported　to　be　expressed　by　trophob－
last　cells　of　the　human　placenta2i）．　This　study，　there－
fore，　provided　for　the　first　time　the　evidence　of　Epo　and
EpoR　expression　in　HAEC　using　RT－PCR．
　　The　release　of　Epo　into　the　CM　was　not　detected　by
radioimmunoassay　with　a　sensitivity　as　low　as　5．0　mU／
ml．　We　observed　in　this　study　that　the　bioassay　using
F36E　cells　demonstrated　the　presence　of　EPO　in　the
cultured　medium　of　HAEC．　ln　addition　to　the　viabil－
ity　study　that　used　F36E　cells　indicating　the　definite
presence　of　EPO　in　the　cultured　medium　of　HAEC．　lt
may　indicate　there　are　other　possible　factors　to　increase
the　proliferation　of　F36E　cells　contained　in　the　cultured
medium　of　HAEC．
　　Western　blot　analysis　using　the　concentrated　CM　of
HAEC　showed　the　major　band　corresponding　to　the
same　molecular　weight　of　the　human　recombinant　Epo．
The　density　of　the　Epo　band　in　the　20　pt　1　of　the　CM
（×30）　is　apparently　similar　to　that　of　2．4　ng　purified
Epo，　estimating　the　concentration　of　4　ng／ml　（＝　O．5　U／
L）　in　original　CM．　Buscher　et　al．　repoited　that　normal
concentration　of　Epo　in　amniotic　fiuid　was　between
1．20－6．53U／L3）．　Judging　from　these　data，　we
confirmed　the　evidence　of　synthesis　and　release　of　Epo
by　HAEC．
　　Conrad　et　al　i　2）　investigated　whether　the　human
placenta　expresses　immunoractive　Epo　and　Epo　mRNA
as　determined　by　ELISA，　RT－PCR　and　immunohisto－
chemisty．　They　suggested　that　the　trophoblast　cells　of
human　placenta　is　a　new　site　of　Epo　expression．　They
reported　that　Epo　expression　in　the　human　placenta　was
not　restricted　to　the　trophoblast　but　that　immunocyto－
chemistry　detected　other　cel　ls　also　expressed　Epo　（such
as　villous　core　and　basal　plate　decidua）．　Although　the
CM　of　HAEC　contains　a　smaller　amount　of　Epo
compared　to　Epo　in　amniotic　fluid，　HAEC　may　play　a
key　role　in　supplying　Epo　to　amniotic　fluid　in　vivo．
　　HAEC　may　have　pluripotent　function　since　they　are
formed　from　the　epiblast　cells　at　the　8th　day　of　fertiliza－
tion．　Previously，　we　discovered　that　HAEC　have　the
capacity　of　neuronal　function　such　as　synthesis　and
release　of　acetylcholine’），　catecholamine2）　and　neurotro－
phic　factors3）．　Recently，　we　provided　evidence　of　syn一
thesis　and　release　of　albumin　by　cultured　HAEC，　which
may　suggest　their　 ossible　hepatic　function22）．　Judging
from　the　data，　we　postulate　that　the　amniotic　membrane
may　play　a　sign ficant　role　as　a　source　of　neurotransmit－
ters，　neurotrophic　factors　and　albumin　in　the　amniotic
fluid；　furthermore　suggesting　an　important　role　of　sup－
plying　biological　substances　to　the　developing　embryo．
Since　placental　transfer　of　Epo　is　severely　limited，
human　amniotic　Epo　h s　been　suggested　to　be　of　fetal
origin．　ln　this　study，　we　demonstrated　that　HAEC　can
synthesize n 　release　Epo，　indicating　that　the　amniotic
membrane　may　be　the　source　of　Epo　in　amniotic　fluid．
It　must　be　of　great　interest　to　note　that　Epo／EpoR
system　might　have　a　more　important　role　in　the　develop－
ing　embryo　rather　than　in　the　adult　brain23）．　Epo
pr duction　in　the　human　amniotic　membrane　must　be
of　re evance　to　fetal　development　as　are　the　other　biolog－
ical　substances　such　as　neurotrophic　factors　and　neur－
otransmltters．
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ヒト羊膜細胞におけるエリスロポエチンの産生
松　浦　恵、子1・2）
宮　島　　　祐2）
寺　田　　　聡1）
　星　加　明　徳2）
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　【要旨】ヒト羊膜細胞におけるエリスロポエチン（Epo）の産生について3種の方法で検討した．免疫染色法で
は，Epoとエリスロポエチンレセプター（EpoR）が共にヒト羊膜細胞に発現することを確認した．また，　RT－PCR
においてもEpoおよびEpoRのmRNAと同じ大きさのバンドを検出し，それが，　Epo，　EpoRであることを，塩
基配列にて確認した．ウエスタンプロッティングでは，ヒト羊膜細胞の培養上清中から，Epoの分子量と同じ大
きさを示すバンドが検出できた．さらに，生物活性では，Epo依存性細胞であるF36Eを用いて，増殖と生存率
を測定し，ヒト羊膜細胞の培養上清中にEpo活性が存在することを確認した．これらの結果は，ヒト羊膜細胞に
おいてEpoを合成し，羊水中へ放出していることを示唆している．さらに，　Epoは，ヒト羊膜細胞のEpoRによ
り規制されていて，Epo／EpoRシステムが存在する可能性も考えられる．
キーワード：ヒト羊膜細胞，エリスロポエチン，エリスロポエチンレセプター，免疫染色法，RT－PCR
（7）
